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子宮頸部異形成とp161NK4a免疫染色の関連性の検討
中　山　大　栄 藤　東　淳　也 井　坂　恵　一一
東京医科大学産科婦人科学講座
【要旨】子宮頸部異形成上皮における新しいマーカーとして注目されているp16［NK4aを用い、子宮頸部の生
検検体におけるp161NK‘a免疫染色結果と子宮呼野円錐切除での最終診断との関連性を検討した。
　対象は当院における子宮頸部のコルポスコープ下の生検でのヘマトキシリン・エオジン（H＆E）染色に
てWHO分類のcervical　intraepithelial　neoplasia（CIN）III以上と診断され、子宮膣部円錐切除を行った87
例である。この87例の子宮膣部円錐切除の結果はCIN　lII以上が78例、　CIN・II以下が9例であった。この
87例における子宮膣部円錐切除前のコルポスコープ下での生検組織におけるp161NK4a免疫染色結果と子宮
池田円錐切除検体でのH＆E染色結果に有意な相関（OR：2．141、95％CI：1．022－4．482、　P：0．0436）を示し
た。以上よりp161NK4a免疫染色は生検組織における子宮頸部異形成の異型度を決定する際、　H＆E染色と共
に検討資料になり得ることを示唆する結果となった。
はじめに
　子宮頸癌の前癌病変である子宮頸部異形成はCIN　I
（軽度異形成）からCIN　II（中等度異形成）、　CIN　III
（高度異形成）と多段階的に発生すると考えられてい
る1）。現在、米国では生検にてCIN　II以上と診断され
た症例に対し、精査加療目的に子宮膣部円錐切除が行
われている2）。
　しかし、Mitchellら3）は子宮頸部異形成の未治療症
例での自然経過はCIN　IIでは43％が自然軽快、35％
が不変、22％がCIN　III以上へ進行し、　CIN　IIIでの自
然経過では、32％が軽快、56％が不変、14％が進行と報
告している。このように、CIN・IIとCIN　IIIでは自然
経過に違いが認められ、CIN　IIでは78％が進行せず、
CIN　IIIでは14％が浸潤癌へ進行するという結果に
なっている。一方、子宮膣部円錐切除は正確な診断と
CIN　IIIに対する治療目的に有用であるが、侵襲性を
伴い、更に早産の有意なリスクであるとの報告があ
る4）。そのため不必要な子宮膣部円錐切除は避けるべ
きであり、子宮膣部円錐切除前に正確な異型度の診断
を得ることが重要である。
　子宮頸部異形成上皮におけるhuman　papilloma
virus（HPV）の特異的な役割は多くの細胞株にて証
明されている5－7）。ハイリスクタイプのHPV、特に16
型、18型は子宮頸癌の99％以上に確認されている8）。2
つのウイルス性発癌性遺伝子E6、　E7はHPV関連癌
細胞にて常に発現しており、E6、　E7の発現は発癌に必
要不可欠である。これらのウイルス遺伝子産物の発癌
性活動は特異的な細胞蛋白との相互作用による。例え
ば、E6蛋白がp53癌抑制蛋白に結合すると、p53の分
解が誘発され、その結果、異常な細胞が生存、増殖す
る9）。
　細胞周期のGl期においてRB（retinoblastoma）癌
抑制蛋白はE2F転写因子に結合し、　S期遺伝子の転写
を阻止するが、E7蛋白はRBと結合し、抑制されてい
たE2Fを活性化させる10）11）。通常の細胞における細胞
周期においてCDK（Cyclin－dependent　kinase）4と
CDK6はp161NK4aなどのいくつかのCDK阻害蛋白に
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より抑制されている12－14）。p161NK4aは多くの癌細胞に
おいて遺伝子の変異やメチル化により不活性化され、
p161NK4a遺伝子産物の発現の減少、歩歩を引き起こす。
このことはCDK4、　CDK6の活性化を導き、従って
RB癌抑制蛋白はリン酸化、つまり不活性化を招き、
E2Fは活性化され、細胞周期は進行する15－21）。このよ
うに、p161NK4aの発現はRBとの負のフィードバック
の関係にあるので、RBの機能が失われれば、　p　16［NK4a
の発現レベルは増加する11）12）22”25）。このことは、HPV
発癌遺伝子の発現の強い細胞においてp161NK4aは特異
的で高感度なマーカーであることを示す26）。
　子宮頸部異形成の異型度を診断するには従来の病
理形態のみの診断には限界があり、核の異型度や分子
マーカーなどの組み合わせが必要と考えられてきて
いる29）。今回の研究では分子生物学的にウイルス性発
癌性遺伝子E7との関連が示されているp161NK4aが、
子宮頸部異型成の異型度と関連があるか否かを調べ
る目的にて、コルポスコープ下の生検で得られた組織
のpI61NK4a免疫染色性と子宮興部円錐切除での最終診
断との相関性について患者背景を含め検討した。
研究材料および方法
　1．対象
　2004年1月から2007年4月までの子宮頸部のコル
ポスコープ下の生検にてCIN　III以上の病変と診断さ
れ、円錐切除を行った87例、年齢は15歳から84歳、
平均年齢は37．0歳であった。
　2．細胞診
　子宮頸部の細胞診は円錐切除前に行われた。綿棒ま
たはブラシにて採取後、スライドガラスに塗抹し、す
ぐに95％エタノールにて固定した。染色法は
Papanicolau法を用い、日本母性保護産婦人科医会の
分類に従い、class　IIIb以上と評価された検体を高度異
形成以上の病変、class　IIIa以下を中等度異形成以下の
病変とした。
　3．コルポスコープ
　十分量の3％酢酸液をしみ込ませた綿球を用い、子
宮頸部の酢酸加工を行い、コルポスコープ検査を行っ
た。評価はInternational　Federation　for　Cervical　Pathol－
ogy　and　Colposcopyの2003年バルセロナ国際分類26）
を参考にした。
　4　p161NK4a免疫染色
　円錐切除前のコルポスコープ下の生検にて得られ
た組織は、ホルマリン固定後パラフィン包埋され実験
まで保存された。厚さ4μmに薄切されたパラフィン
切片は、キシレンでの3分間の脱パラフィン処理後、
3％過酸化水素加エタノールによる内因性ペルオキシ
ダーゼ除去を行った。また、抗原賦活化のためpH　8．0
のEDTA－Bufferに浸し、オートクレーブにて115。C、
10分間の加熱処理を行った。免疫染色は、常温にて
10％正常山羊血清、抗p161NK4aモノクローナル抗体
（希釈1：50；Dako　Envision　detection　kit）を滴下し、
各工程間にはPBSによる5分間の洗浄を3回行った。
その後、ヒストファインSAB－PO（M）kit（ニチレイ、
Tokyo，　japan）により免疫組織学的反応を行い、発色
にはDAB－Plussubstrate　kit（Zymed，　San　Francisco，
USA）を用いた。染色されている範囲が異型上皮の基
底膜側2／3までの症例を“fbcal”、2／3以上の染色範囲
を持つ症例を“diffuse”とした。　Table　lに今回の研究
におけるH＆E染色とp161NK‘a免疫染色との関連を
示す。
　5．円錐切除
　コルポスコープ下の生検にて組織学的にCIN　III以
上と診断された87例に対し、LEEP（loop　electrosur－
gical　excision　procedure）を用い、子宮頸部の移行帯を
含む広い範囲の組織を切除した。
　6．統計解析
　子宮頸部のコルポスコープ下の生検でのH＆E染
色にてWHO分類のCIN　III以上と診断され、円錐切
除を行った87例を対象とし、子宮区部円錐切除検体
での診断をもとに、患者背景、子宮外部円錐切除前の
Table　1　Correlation　between　H　＆　E　and　p　16iNK‘a　immunohistochemistry　stains
CIN H＆E p16iNK4a　immunohistochemistry
1 Dysplasia　is　confined　to　the　basal　1／3　of
the　epithelium
II Dysplasia　is　confined　to　the　basal　2／3　of
the　epithelium
focal：　The　stained　epithelium　is　confined
to　the　basal　2／3　of　the　epithelium
III　Dysplasia　spans　greater　than　2／30f　the　diffuse：The　stained　epithelium　spans
　　　eritiiie　epithelium　greater　than　2／3　of　the　entire　epithelium
（2）
一　530 東京医科大学雑誌、 第66巻第4号
検査所見の感度、特異度と統計解析ソフトR27）による
t検定を行った。
　　　　　　　　　　　　結　　　果
　円錐切除検体による病理学的検査結果は87例中、
CrN　II以下は9例（chronic　cervicitis：1例、　squamous
metaplasia：1例、　CIN　I：1例、　CIN　II＝6例）、　CIN　III
以上は78例（CIN　III：69例、　squamous　cell　car－
cinoma　stage　Ial：7例、　squamous　cell　carcinoma　stage
Ia2：1例、　squamous　cell　carcinoma　stage　lb　1：1例）で
あった。細胞診、コルポスコープ、p161NK4a免疫染色
のそれぞれの感度、特異度をTable　2に示す。円錐切除
Table　2Sensitivity　and　specificity　for　smear，　colposcopy
and　p16i”K‘a　immunohistochemistry
Diagnosis　Smear（％）Colposcopy　p　16iNK4a（％）　　（％）　（diffuse　strong）
Sensitivity　70．5（55／78）　73．1（57／78）
Specificity　44．4（4／9）　44．4（4／9）
97．4　（76／78）
33．3　（3／9）
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Table　3　Risk　factors　in　patients　for　CIN　III　or　more
VariablesOR 950／oCI P　Value
考
O．6690
0．7644
0．1922
0．4195
0．5812
察
Age　O．988
Smoking　1．250
Alcohol　O．566
Gravity　O．841
Parity　1．265
O．932－1．046
0291－5．377
0．241－1．331
0．551－1．281
0．549－2．911
OR，　odds　ratio：　CI，　confidence　interval．
OR，　950／oCI　and　P　value　is　for　t－test
Table　4　The　associations　between　the　results　of　three
　　　　examinations
VariablesOR 95％CI P　Value
Smear　1．913
Colposcopy　2．484
p16iNK4a　2．668
O．471－7．773
0．605－10．204
1．382－5．151
O．6690
0．2068
0．0034
OR，　95％CI　and　P　value　is　for　t－test
Table　5　The　associations　between　the　results　of　three
　　　　examinations　by　multivariate　logistic　regression
　　　　analysis
VariablesOR 95a／，CI P　Value
Smear　1．425
Colposcopy　1．795
p16iNK4a　2．141
O．225－9．026
0．311－10．355
1．022－4．482
O．7070
0．5129
0．0436
OR，　950／oCI　and　P　value　is　for　multivariate　logistic　regres－
sion　analysis．
にてCIN　III以上と診断された症例においてp161NK4a
diffuse　strongは97．4％（76／78）と高い感度であった
が、CIN　II以下での9例中、　focal　strongは3例
（33．3％）、diffuse　strongは6例（66．6％）であった。　Fig－
ure　1に子宮頸部異形成の生検組織のH＆E染色と
p161NK4a免疫染色の画像を提示する。
　Table　3は対象の臨床的な特徴である年齢、喫煙歴、
飲酒歴、妊娠歴、分娩歴のそれぞれの結果を示す。飲
酒歴は三段階（ほとんど飲酒せず・月に一回程度の機
会飲酒・週に一回以上の飲酒）に、また妊娠歴、分娩
歴は四段階（未経・一回、二回・三回以上）に分けて解
析したが、有意な結果は得られなかった。Table・4は細
胞診、コルポスコープ、p161NK‘a免疫染色のt検定の結
果を示す。p161NK4a免疫染色においてOR：2．668、95％
CI：1．382－5．151、　P：0．0034と有意な相関を認めた。
　Table　5は細胞診、コルポスコープ、　p　l61NK4a免疫染
色の多変量解析結果を示す。多変量解析にても
p161NK‘a免疫染色においてOR：2．141、95％CI：LOO2－
4．482、P：0．0436と有意な相関を認めた。
　今回の研究では子宮癌検診にてclass　IIIa以上の結
果となった患者に対し、2次検診として行われるコル
ポスコープ下の生検にてCIN・III以上の病変と診断さ
れ、子宮膣部円錐切除を行った87名の患者を対象と
した。
　コルポスコープ下の子宮薗部の生検は通常、外来に
て行われ、そのため切除できる組織量は少量であり、
H＆E染色の病理学的検査では異型度を正確に診断
するには困難である。一方、LEEPによる子宮膣部円
錐切除は異形成の好発部位である扁平上皮と円柱上
皮の移行帯を含む広範囲の切除が可能なため、最終診
断となりうる。
　Andersenら28）は生検にてCIN　IIIと診断された
346例のうち、実際に232例（67．1％）が子宮面部円錐
切除にてCIN　IIIと診断され、　l　l4例（32．9％）が不一
致であったと報告しているように、生検と子宮膣部円
錐切除の診断結果には差が認められることが多い。今
回の研究では87例中、CIN　III以上と診断されていた
のは78例（89．7％）で、CIN　II以下であった症例は9
例（10．3％）であった。
　子宮頸部異形成は生殖年齢である若年者に多い疾
患であるが、Kyrgiouら4）が報告するように、子宮膣部
円錐切除は早産のリスクとなるため、安易に行うべき
ではない。Mitchellら3）が報告するように、　CIN　IIで
は78％が進行せず、さらにAmerican　Society　for
Colposcopy　and　Cervical　Pathology　2006　consensus
guideline2）ではCIN　IIの若年患者は、コルポスコープ
にて病変が確認できるケースに限り、治療せずに2年
間までの6ヶ月ごとの細胞診による経過観察を勧める
と報告しており、子宮膣部円錐切除前の診断が重要と
なってきている。そのために、生検にて切除できる少
量の組織での高い診断率が要求されるが、従来の病理
形態のみの診断には限界があり、核の異型度や分子
マーカーなどの組み合わせが必要と考えられてきて
いる29）。
　本研究では細胞診、コルポスコピー、p161NK4a免疫染
色のいずれの検査が子宮膣部円錐切除での最終診断
と関連性が高いかを検討した。細胞診では70．5％、コル
ポスコープでは73．1％の感度であったが、p161NK4a免
疫染色では97．4％と高い感度を示し、多変量解析では
有意な相関（OR：2」41、95％CI：1．022－4．482、　p：
0．0436）を認めた。一次スクリーニング検査である細
（4）
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胞診では、簡単なスクリーニング検査ゆえ当然正確な
診断は期待していない。しかし、頸部異形成病変にお
いては生検による診断でも正確なCIN　IIIの診断は難
しいといわれる。本研究で提示したp161NK4a免疫染色
では、その染色性（diffuse　strong）とCIN　IIIとの強い
関連「生が明らかとなり、p161NK4a免疫染色は生検組織
における子宮頸部異形成の異型度を決定する際、H＆
E染色と共に検討資料になり得ることを示唆した。今
後は、生検あるいは細胞診においてCIN　IIやCIN・II
と診断された症例からの円錐切除精査症例の選別に
p161NK4a免疫染色が有用であるか否かを検討課題とし
たい。
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Relevanceof　t sting　for　p　16iNK‘a　immunohistochemistry
for　the　diagnosis　of　CIN　grade
Nakayama　DAIEI，　Atsuya　FUJITO，　Keiichi　ISAKA
Department　of　Obstetrics　and　Gynecology，　Tokyo　Medical　University
Abstract
　　　　Immunohistochemical　demonstration　of　p　16iNK‘a　overexpression　with　an　antibody　to　p　16iNK4a　has　emerged　as　a　surrogate
marker　for　cervical　intraepithelial　neoplasia　（CIN）．
　　　　This　study　aimed　to　evaluate　the　value　of　p　16［NK‘a　immunohistochemistry　in　cervical　biopsy　for　the　diagnosis　of　CIN
grade．　Conization　of　the　uterine　cervix　was　perfbrmed　in　87　patients　whose　cervical　colposcopy－directed　biopsies　were
classified　CIN　III　or　more　with　hematoxylin　and　eosin　（H　＆　E）一stained，　78　patients　（89．70／o）　were　reclassified　as　CIN　III　or
more，　9　patients　（10．30r／o）　were　CIN　II　or　less．　We　compared　the　stain　patterns　for　p　16iNK‘a　immunohistochemistry　with　the
H　＆　E－stained　results．　p　16iNK‘a　immunohistochemistry　was　significantly　better　by　multivariate　analysis　（OR：　2．141，　95a／oCI：
1．022－4．482，　p：　O．0436）．　’The　above　findings　suggested　that　p　l　6iNK‘a　immunohistochemistry　has　relevance　to　the　diagnosis　of
CIN　grade．
〈Key　words＞HPV，　Tumor　suppressor　protein，　Conization　of　the　uterin　cervix
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